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修
【要旨】RANTES（Regulated　upon　Activation，　Normal　T－cell　Expressed　and　Secreted）は気道炎症時に気道
上皮細胞などから分泌されるケモカインの一種であり、免疫細胞に対して強い遊走活性を有している。また
RANTESは他のケモカインに比し、急性期から慢性期にかけて長期に影響を及ぼすことで呼吸器疾患での
役割に注目されてきた。これまで我々は、重度の気道炎症マウスモデルにおけるRANTESの重要性を見出
してきた。本研究はこの免疫細胞循環を制御することで、肺移植後に生じる繰り返される気道炎症を本態と
する慢性拒絶反応に対する新しい治療のアプローチを試みるものである。すなわち病態を引き起こしている
免疫細胞の動態について、ケモカイン（RANTES）が発現、生産される過程を選択的かつ特異的に制御する
ことで、慢性拒絶反応を抑制することを目的とした。本研究ではケモカインレセプター（CCRl，5）に対する
アンタゴニスト（Met－RANTES）によるRANTES蛋白発現後の慢性拒絶反応の抑制効果、及びRANTES
蛋白合成を遺伝子レベルで制御することを目的としたアンチセンスオリゴヌクレオチド（As－oligonu－
cleotide）を用いたアンチセンス療法の可能性を検討した。数種のアンチセンスオリゴヌクレオチドを作製
し、マウス筋線維芽細胞（C2C　l　2　cells）にin　vitroレ／ベルでオリゴヌクレオチドの遺伝子導入を行った。様々
なタイプのアンチセンス導入後におけるRANTES発現をELISA法により測定した結果、3’一UTRの一部か
ら作製したAs－probeにより80％以上の抑制効果が認められた。さらにマウス異所性気管移植モデルを作製
し、ln　vivoにおいて同As分子を気道上皮細胞内に遺伝子導入することで閉塞性細気管支炎（BO）モデルで
の慢性拒絶反応抑制効果を検討した。さらに同様のモデルを用いて、RANTES蛋白による慢性拒絶反応の
抑制効果を比較した。RANTESの発現をAs使用してRNAレベルで制御したモデルと、ケモカイン・レセ
プター・アンタゴニストを使用して蛋白発現後のレベルで制御したモデルとの抑制効果を比較した結果、後
者の方に著しい慢性拒絶反応の抑制が認められた。
はじめに
　我が国に於いても1997年に臓器移植法が施行さ
れ、脳死患者からの臓器移植は諸外の報告と同様の成
績が示されるようになった。肺移植は終末期呼吸器疾
患に対する有効な治療方法として欧米を中心に広く
普及しているが1）2）、他臓器移植と比較すると術後成績
は十分頃はない。国際登録データによる肺移植後の5
年生存率は約50％に留まっており2）、長期生存を目指
す上では未だ解決すべき問題も多く残っている。肺移
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理が他臓器と比較してその術後成績を低下させてい
る主な要因として幾つかの理由が考えられている。ま
ず肺は50種類以上の異なる細胞から構成されている
ため、その抗原性から他臓器と比較して免疫反応が多
彩であり、移植術後慎重な経過観察を要するという点
が挙げられる3）。さらに肺は、気道を介して外界と直接
通じている臓器であるため、感染の危険が高いという
ことも要因の一つに挙げられる。
　現在、肺移植患者の長期生存を妨げる最も大きな問
題点とされているのが、慢性拒絶反応として移植肺に
発生する閉塞1生細気管支炎（bronchiolitis　obliterans；
BO）である1）2）4）。肺移植が治療法として確立されてか
ら20年以上経過している欧米では、合併症のBO対
策が最重要課題として積極的に研究されている。BO
は移植後3ケ月以降に見られる病態であり、肺移植患
者の約半数に発症するとされ、肺移植後死因の約3割
を占める1）。生理学的には閉塞性呼吸機能障害として
現れ、病理学的には移植肺細気管支への炎症細胞浸潤
と細気管支内済での線維性肉芽組織形成を特徴とす
る3）。
　BOの発生機序としては様々な報告があるが、なか
でも現在最も有力な説とされているのは、いわゆる
“response　to　injury　therapy”である。これは、何らか
の原因による移植肺気道上皮の障害、脱落とこれに対
する過剰反応とし発生する細気管支内腿への線維性
肉芽形成が、その病態の本質であるとするものであ
る1）。このうち、“inj　ury”の因子としては、アロ免疫反
応の関与が示唆されており、この観点からBOは肺移
植における慢性拒絶反応がその本態と考えられてい
る。一方、“response”の過程に関与すると考えられて
いるものの中には様々なgrowth　factor（platlet－der－
ived　growth　factor：PDGF，　basic　fibroblast　growth
factor：　bFGF，　transforming　growth　factor6：　TGF－6）
等が含まれている1）。肺移植患者の気管支肺胞洗浄液
に含まれるgrowth　factorが、　BO発症患者群において
非発症群よりも増加しているとの報告5）6）や、動物実験
モデルにおいてそれぞれのgrowth　factorの局所投与
により、BOに類似した閉塞性気道病変が形成される
との報告に基づくものである7）。これらのgrowth　fac－
torは、様々な細胞から産生されることが、　in　vitro及
びln　vivoで確認されている1）。さらに移植後のグラフ
ト肺におけるケモカインの発現が、免疫細胞群の組織
内遊走に関与し、臓器不全に強く影響をあたえること
はこれまでの報告で明らかにされてきた8－10）。またマ
クロファージは、BOの発生過程において多くの
growth　factorの産生に主たる役割を果たしていると
考えられている。
　本研究はBOに類似した閉塞性気道病変を形成す
るモデル11）12）として、現在最も多用されているマウス
異所性気管移植モデルを用いて、強い遊走活性を有す
るケモカイン（RANTES）の活動を制御することに
より免疫細胞循環を抑制し、BO発生抑制につながる
可能性を探ることを目的とした。疾患の原因となる異
常遺伝子のみを核酸断片によって不活性化し、その働
きを抑制する方法がアンチセンス法であり、標的遺伝
子のアンチセンス配列ベクターを用いてゲノムDNA
に導入し、相補的RNAを発現させて遺伝子発現抑制
を行うものと、人工的に合成したアンチセンスオリゴ
ヌクレオチドを利用したものに大別される。1995年以
降、欧米では慢性骨髄性白血病、悪性リンパ腫や固形
癌の治療法として多数のアンチセンス臨床試験が実
施されており、いかに効率的なドラッグデリバリーシ
ステムを開発するかということ、どの分子をターゲッ
トにするかが本治療法の成否を決定すると考えられ
ている。さらに同モデルにおいてCCRI，5に対するア
ンタゴニスであるMet－RA：NTESを投与することで
RANTES蛋白発現後における抑制効果の解析も行い
比較検討した。
研究材料及び方法
　1．実験動物
　体重20～30グラム、週齢6～8週のBALB／cマウス
ならびにC57BL／6マウス（日本クレア）を使用した。
　尚、本研究は、動物実験に関する東京医科大学動物
実験指針（東京医科大学雑誌51巻3号1993）尊守し
博愛の精神に基づき実験を行った。
　II．使用薬物
　実験には以下の薬物を使用した。マウスの吸入麻酔
としてイソフルレン（ダイナボット）を使用した。免
疫染色の抗体として、一次抗体にシンプルステインマ
ウスMAX－PO（ニチレイバイオサイエンス）を使用
し、二次抗体として抗RANTES抗体（R＆D　systems，
MN，　USA）を使用した。また組織漂本作成のため10％
中性緩衝ホルマリン液、マイヤー・ヘマトキシリン、マ
リノール、100％エタノール（武藤化学）、1％過酸化水
素加メタノール（三徳化学）、クエン酸緩衝液、PBS、2％
NSS加PBS（三菱化学ヤトロン）を使用した。
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　マウスRANTES遺伝子配列よりアンチセンスオリ
ゴヌクレオチド（Midland　company，　TX，　USA，
BIOGNOSTIK，　G6ttingen，　Germany）を作成した。　in
vitroの実験において、マウス筋線維芽細胞（C2C　l　2
cells）を使用し、遺伝子導入試薬にDOTA四（Roche，
Indianapolis，　USA）を使用し、　RANTESの発現を刺
激するためにマウスIFN一γ、ヒトTNF一α
（Genentech　Co，　CA，　USA）を使用した。
　in　vivoでの遺伝子導入試薬として、　Trans　IT－QR
Hydrodynamic　Delivery　Solution　（タカラバイオ）
を使用した。
　III．実験モデリレの作成
　〔1〕　in吻。実験
　1）オリゴヌクレオチドの作製
　RANTESアンチセンスオリゴヌクレオチドは、マ
ウスRANTES遺伝子から、ターゲット部位としCAP
サイト、ATGスタートサイト、イントロンーエクキソ
ンジャンクションとし、長さを18～23mer、　GCコン
テントは50％以上のものをデザインした結果、計10
種類のオリゴヌクレオチドを作成した（Fig．　D。
　No．1からNo．5オリゴヌクレオチドに対してそれ
ぞれ、sense、及びantisenseを作成し実験を行った。コ
ントロール群としてSENSE及びmiss　matchを用い
た。
　2）オリゴヌクレオチドのマウス筋線維芽細胞へ
　　　の導入
　各々のオリゴヌクレオチドにDOTAPを用いて
C2C12細胞に導入後、細胞内に導入されたことを確認
した。その後サイトカイン（マウスIFN一γ及びマウ
スTNF一α）を用いてマウス筋線維芽細胞に20時間
刺激を行い、RANTESの発現の有無をELISA法にて
測定した。RANTES蛋白の発現を最も強力に抑制し
たオリゴヌクレオチドを選択し、加担。実験のための
至適濃度及び適投与量を確定した。
　〔2〕　in　vivo実験
　〔A〕　異所性気管移植モデルの作製
　BALB／cマウスをドナー、　C57BL／6マウスをレシピ
エントとして、異所性気管移植を行った。前処置とし
てガラスチャンバー内でイソフルレンガスを吸入麻
酔として使用後、BALB／cマウスを仰臥位に固定、前
頚部及び胸部を剃毛処理の後、気管を喉頭から気管分
岐部までを摘出した。次にC57BL／6マウスに対し同
様に麻酔を施行し、腹臥位に固定、剃毛施行し、背部
に皮下ポケットを作成した。皮下ポケットに摘出した
気管を挿入し皮膚を5－0バイクリル糸（ETHICON，
iGAATTCATGCGTTCTTACAGGCTGTCTCAGAGGCCTCTGC4iC
wwG　C　G　G　G　TACCATGAAGA　C　CTGCAGCTGCCCTCACCATCATCCTCACTGCAGCCGCCCTCTGCGCGCCCGCGCCTGCCTCACCATATGGCTCGGACACCACTCCCTGCTGC
TTTGCCTACCTCTCCCTCGi72CGCTGCCTCGTGCCCACG
エ！三9〈1YQ2＞CAAGGAGTATTTCTACACCAGCAGCAAGTGCTCCAATCTTGCAGTCGTGTTTGTCACTCGAAGGAACCGCCAAGTGTGTGCCAACCCAGAGAAGAAGTGGGTTCAAGAATACATCAACTATTTGGAGATGAGC324TAGGATAGAGGG
工工工⊆1工工GtAEiE！i｝〈NQ，3＞A　TTCTGACCCTGTATAGCTTC364uatTGTCATTGCTT
1tlorQl　AG1！CTCT　G　C　CTAGCCAGCTTGGGGATGCCACTCAGTAATC
4i7翌翌b　C　CTACTCCCACTCGG　CTGGGAAAATGGGCATCTCAGCTGCTCCGAGGCTCTGCACAGCAAACCCAAGAAACCAGCATTTCATTAAAATTTCAGATGCAAGGACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
　No．1　0］igo：　41－61
　AUG　transtation　initiation　codon
　No．2　Oligo：　172・一189
　GC　content＝77．80／o
　No．3　Oligo：　324－323
　Translation　Termination
　No．4　Oligo：　364－385
　3’一　Untranslated　sequence
　No．5　Oligo：　417e－434
　3’一　untranslated　sequence
　　　　　　Fig．1　Antisense　oligonucleotide　target　sites　on　Rantes　mRNA
　　　　　　　　　　OIigonucleotides　were　synthesized　on　Rantes　mRNA　for　murine　cell．
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OH，　USA）にて縫合した。移植後21日目にグラフト
の病理学的及び形態学的な検討を行った。
　〔B〕CCRI，5／Met－RANTESによるRANTES蛋
　　　白抑制の効果
　CCRl，5／Met－RANTESを用いて異所性気管移植に
よるBO閉塞モデルを作成し、　A群、　B群のそれぞれ
のグラフトを比較した。
　A群では同種同系気管移植（BALB／cマウスから
C57BL／6マウスへ）を行い、　PBSを05　ml投与した
（N　＝　4）o
　B群では同種同系気管移植（BALB／cマウスから
C57BL／6マウスへ）を行い、　Met－RANTESを20μg
投与した（N＝4）。
　移植後21日目に犠牲死させ気管の閉塞率を測定し
た。
　〔C〕　アンチセンス分子によるRANTES抑制の
　　　　効果
　功痂70実験結果から、RANTESの発現を最も強力
に抑制したアンチセンスオリゴヌクレオチドを選択
しTrans　lT－QR　Hydrodynamic　Delivery　Solutionと共
に摘出気管内面及び皮下ポケット内に満たし、気道内
細胞へのアンチセンス分子の導入を試みた。
　C群（コントロール群）では、同種同系気管移植
（BALB／cマウスからC57BL／6マウスへ）後、　Trans
IT　2．lmlのみを皮下注射した（N＝4）。
　D群（sense－No．4）では、同種同系気管移植
（BALB／cマウスからC57BL／6マウスへ）後、　sense及
びTrans　ITの混合液を2．l　mlを皮下注射した。
　E群（As－No．4）では同種同系気管移植（BALB／c
マウスからC57BL／6マウスへ）後、　As及びTrans　IT
の混合液2．lmlを皮下注射した。
IV．評価方法
（1）病理組織学的検討：各群において操作終了後
　　に摘出した気管をHematoxylin＆Eosin染色を
　　行い顕鏡した。
（2）管内腔閉塞率の測定：摘出した気管内腔を
　　Scion　image（beta・4．03）を用いて閉塞率を測定
　　した。
結 果
　（1）サイトカイン刺激下マウス筋線維芽細胞にお
　　　けるRANTES発現及びオリゴ導入後の抑制
　　　効果：
　RANTESの発現が最も高かったのはコントロール
群で336．4pg／mlであった。　No．1からNo．5までで
sense及びAsの場合の発現において、　senseではNo．2
オリゴヌクレオチドで128」pg／ml、　AsではNo．4オ
リゴヌクレオチドで22．7pg／mlとなった（Fig．2A）。
sense及びAsのRANTES発現比を測定すると、No．4
オリゴヌクレオチドが9．16と最も抑制効果が認めら
れた。逆にNo．　2、　No．5オリゴヌクレオチドは0．33を
示し抑制効果が認められなかった（Fig．2B）。この結果
から、No．4オリゴヌクレオチドでのRANTESの発
現抑制がマウス筋線維芽細胞において最も良い条件
と考えられた。
　（2）No．　4オリゴヌクレオチドにおける至適投与量
　　　の検討：
　No．4オリゴヌクレオチドにおける至適投与量を決
定するために、sense及びAsの双方において投与濃度
を変えてRANTES蛋白発現量の測定をした。各濃度
のRANTES発現量を測定したところ、　No．4senseの
20μMにおいて1，970．8pg／mlと最も高い値を示し、
逆に発現が最も抑制されていたのは、senseが693．8
pg／ml、　Asが248．5　pg／mlであった（Fig．3A）sense／
Asによるブロック比率は、2．79であった。従って5
単語　Mが至適濃度と考えられた（Fig．3B）。
　（3）No．4アンチセンスオリゴヌクレオチドでの至
　　 適投与時間におけるRANTES抑制効果：
　マウス線維芽細胞に対しマウスIFN一γ及びマウス
TNF一αでの刺激時間を12時間、24時間、48時間、72
時間としてRANTES発現を測定したところ、12時間
ではRANTESの発現が371．4　pg／mlと低かったが、
経時的な上昇を認め、48時間において2，295，4pg／ml、
72時間では1，089．3　pg／mlであった。この結果より刺
激開始から48時間以内のAs投与が最も効果的と考
えられた（Fig．4）。
　（4）CCRI，5／Met－RANTES及びアンチセンスオ
　　　リゴヌクレオチドを投与した異所性気管移植
　　　の組織像：
　A、C、　D群においてグラフト内腔は、高度の炎症細
胞浸潤が認められ、線維化も出現し完全に閉塞した状
態であった（Fig，5）。　B群ではグラフト内腔は、気管上
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Fig．2　RANTES　Expression　and　Suppression　with　Oligonucleotides
　　　　Expression　of　Rantes　with　each　oligonucleotide　was　analyzed　by　ELISA．
　　　　（A）：　RANTES　expression　was　suppressed　by　oligonucleotide　No．　4．
　　　　（B）：　The　sense／antisense　ratio　of　No．4　oligonucleotide　was　highest．
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Tracheal　grafts　21　days　aftertransplantation　（hematoxylin　and　eosin　staining）　of　No．　4　olignucleotide　and　No．　4　antisens
oligonucleotide
A）’@Group　A　shows　a　high－level　of　inflammatory　cell　infiltration．　The　graft　showed　fiber　formation　and　complete
obstruction．
B）　Group　B　the　graft　lumen　was　open，　with　no　exfoliation　of　the　tracheal　epithelium，　and　no　inflammatory　cell
infiltration　or　fiber　formation　in　the　lumen．
C，　D，　E）　ln　group　C　anq　D　there　is　infiammatory　cell　infiltration，　fiber　formation　and　complete　obstruction．　Lumen
obstruction　was　seen　even　in　group　E．
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Fig．6　Percentage　of　airway　obstruction　in　each　group
　　　Only　the　Met－RANTES　group　had　limited　infiltration　of　the　inflammatory　cells　etc．
　　　At　4　weeks　after　transplantation，　at　the　time　of　transplanting，　the　tracheal　lumen　was　open．　The　average　obstruction　was
　　　160ro．　The　No．4　sense　oligonuculeotide　caused　obstruction　in　96e／o　and　the　No．4　antisense　oligonuculeotide　caused
　　　obstruction　in　over　95％．
皮細胞の脱落は認めず、内腔に炎症細胞浸潤、線維化
を認めることなく開存した状態であった。
　それに対しE群でグラフトの閉塞はA、C、　D群と
比較しても組織学的に明らかな差は認められなかっ
た。以上の組織像を結果から、A、　C、　D、　E群では気
道上皮細胞は完全に脱落し、内国も閉塞していた。
Met－RANTES投与群において気管内腔の閉塞を認め
られなかった。
　（5）異所性気管移植での気管閉塞率：
　同種同系気管移植（BALB／cマウスからC57BL6マ
ウスへ）での移植において気管内腔は、炎症細胞浸潤
を高度に認め、線維性変化も出現し完全に閉塞を認
め、98％の閉塞率であった（Fig．6）。同モデルにおける
Met－RANTES投与後での移植においては、グラフト
内腔は、16％の閉塞率であった。それに対してNo．4
senseにおける気管内腔の閉塞率は96％を示し、　No．4
Asの気管閉塞率は95％であった。
考 察
慢性拒絶反応の機序として、Tリンパ球やマクロ
ファージなどの免疫細胞の局所への浸潤が深く関
わっており、RANTESは数あるサイトカインのうち、
他のサイトカインと比較すると免疫細胞の遊走に重
要な役割を担っている。気道炎症の急性期から慢性期
に至る過程で持続的に強い発現を認め、炎症病巣に免
疫細胞を遊走させ気道上皮細胞だけでなくマクロ
ファージを代表する免疫細胞からの産生・分泌をもた
らし、positive　feedbackが掛かることでより一層の免
疫細胞循環を促す働きをしている8）9）13）。慢性炎症を有
する症例での生検標本でも、気道上皮細胞に
RANTES　mRNAの発現増加が認められた14）。また
RANTESをノックアウトすることにより免疫細胞の
トランスマイグレーションを遅延させる結果となり、
RANTESが気道炎症時の免疫細胞の移動に不可欠で
あることが報告されている15）16）。このことから我々は
虚血再還流障害モデルにおいて抗RANTES抗体によ
り、RANTES発現を抑制し良好な結果を得ている17）。
さらに慢性拒絶反応モデルにおいて、抗RANTES抗
体を使用しBO発症を抑制する報告も認められてい
る12）18）。これはイソグラフト及びアログラフトを用い
た異所性気管移植モデルでありRANTESの発現を抑
えることで、BO発症を抑制することを目的としたも
（7）
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のである。またアログラフトにおいて抗RANTES抗
体を持続的に投与することによりBO抑制を可能に
したことが報告されている18）。さらに慢性拒絶反応を
抑制するための実験系として、RANTESが作用する
ケモカイン・レセプター（CCRI及びCCR5）に対し
てアンタゴニストであるMet－RANTESを用いた
RANTES蛋白発現後のレセプターとの結合による作
用機序を阻害することにより、BO抑制を試みた。
　この様な実験結果から、我々はRANTES発現の根
幹となるRANTES　DNA分子発現の制御及び
RANTES蛋白発現後のレセプター結合における機能
阻害を行うことで、根本的にRANTESを発現させな
い実験モデルの検討を行った。
　本研究では、ln　vitro及び加卿。においてAsを使用
してRANTES抑制を試みた。
　マウス筋線維芽細胞内にRANTES　DNAにより
合成したアンチセンスオリゴヌクレオチドを導入し
たところ、No，4オリゴヌクレオチドによるRANTES
発現効果は他のアンチセンスと比較して著明な抑制
効果が認められた。現在多く認められているアンチセ
ンスオリゴ分子設計で、今回の場合は長さ18～23mer
のものを合成した364～385の位置にある31－Untrans－
lated　sequenceが最も効果的であった。他のsense及び
Asの場合、分子設計上での明らかな違いが認められ
ていないが、明らかにRANTES発現の抑制に差異が
認められた。さらにNo．4オリゴヌクレオチドでの至
適投与量を決定するために0．1～20．O　Pt　Mの抑制効果
を比較してみたところ、5．0μMでの投与が最も抑制
効果を認めた。しかしながら高濃度の場合、非アンチ
センス効果が出てくるので慎重に投与濃度を検討す
る必要がある。このためin　vitroにおいて導入効率、細
胞毒性を加味して至適投与量を決定する必要がある
と考えられた。またBurch＆Mahanら19）は、　IL－lrece－
ptor（IL－IR）に対するオリゴDNAを合成し、　IL－1
Asを投与することによりマウス線維芽細胞のIL－1
誘導プロスタグランジン産生を特異的に抑制する報
告を行っている。この研究では3～30μMの濃度での
抑制効果を検討した結果、抑制が濃度依存性に認めら
れたと報告している。このことから投与量に関しては
細胞毒性が現れない投与量であれば、再考の余地はあ
るのではないかと思われた。
　慢性拒絶反応として組織標本では、気管上皮の脱落：
や、高度な炎症細胞浸潤さらには、気管内切の線維化
が認められていたが、No．4Asにおいても拒絶反応の
抑制効果は認められなかった。さらに要因として遺伝
子導入を行う上で導入効率を向上するため、投与量、
投与期間についてin　vivoでの至当条件の確立が必須
であると考えられた。すなわち投与期間に関しては持
続投与や頻回または反復投与が有効である可能性が
示唆された。
　in　vitroおいては、　RANTESの抑制が認められた
が、in　vivoでのRANTESの発現抑制が認められな
かった最大の要因は遺伝子導入効率であると考えら
れた。細胞表面は糖鎖結合性を有するシアル酸残基な
どにより負に帯電しているため、負に帯電している
DNAとはその膜表面と反発しあう。一部のDNA分
子はエンドサイトーシスに取り込まれるが、そのほと
んどがエンドソーム内での分解を受けるため、ウィル
スの転写、複製の場である核への到達度は非常に低い
とされている。正に帯電している脂質（リボソームな
ど）は遺伝子導入剤として有効である。すなわちリボ
ソームをDNAに結合させることでリボソームの正
電荷がDNAの負電荷に対して親和性を与える。一
方、正電荷を帯びたりボソームに潜入された状態に
なったDNAは負電荷を帯びた細胞膜表面との親和
性により容易に取り込まれるようになる。さらにエン
ドサイトーシス内での分解を防ぎ、リボソームにト
ラップされたDNAはスムーズに核内へ移行する。　in
vitroにおいては化学的方法として、リポフェクション
法で有効な遺伝子導入が認められた。一方、加卿。に
おいてハイドロダイナミック法（急速静注法）20）21）に
ておいても遺伝子導入を試みたがRANTES抑制によ
るBO発生を抑えることができず、加卿。における遺
伝子導入に関しては、生物学的手法としてのウィルス
ベクター等を用いたセンダイウィルス法等も考慮す
る必要があると考えられた。
　Met－RANTESを投与したB群において、気管上皮
は脱落を認めず、炎症細胞浸潤、気管内乱の線維性狭
窄も認められず、気管内儀は開存していた。これは他
の3群と比較するとMet－RANTES投与による免疫
細胞の遊走機能を抑制することで、マクロファージを
代表とするT細胞などの免疫細胞や気道上皮細胞か
らの炎症反応を抑制した可能性が示唆された。つまり
Met－RANTES投与ではケモカインレセプターとアン
タゴニストが結合することによってRANTESの効果
を阻害するだけでなく、CCRl、CCR5のreceptor発現
細胞（好酸球、単球、T細胞）やCCサブファミリー
（MCP－3、　MIP－1α）などのケモカインの効果を阻害す
（8）
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る作用も存在すると考えられ、ケモカインネットワー
クの一部を抑制することでBOの発症を抑えたこと
が成功の要因と考えられた。
　RNA合成レベルでのRANTESの不活性化は蛋白
発現までに様々なネットワークが関与しているため、
その発現を抑制するのは困難を極める。しかしながら
蛋白が発現された後のレベルでは、レセプターとの結
合を阻害することで、その機能を不活性化させること
は可能であった。将来的にはRNAや蛋白発現さらに
はレセプターとの結合阻害など、様々な段階における
干渉が気道炎症を抑制するための治療法となると期
待できる。
結 論
　①　in　vitroにおけるマウス筋線維芽細胞において
RANTES発現をRNAレベルで抑制することが可能
であった。
　②遺伝子レベルで抑制するためには、分子設計、
導入方法、投与量等様々な要因が影響を及ぼしている
ために十分な結果を得ることは出来なかった。
　③in　vlvoでの慢性拒絶反応モデルにおいて、
CCRI，5のアンタゴニストであるMet－RANTESの投
与により、RANTES抑制が有効であった。
　④アンチセンスオリゴヌクレオチドにおいて、急
性期から慢性期にかけて長期間発現するRANTES蛋
白を抑制することは拒絶反応における治療法の一助
になりえることが示唆された。
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Abstract
　　　　RANTES　（Regulated　upon　Activation　and　Normal　T　cell　Expressed　and　Secreted）　is　one　kind　of　chemokine　is　secreted
during　tracheal　inflammation　from　the　tracheal　epithelium　cell　and　other　tissue．　It　has　strong　cytokinetic　effects　on　immunity
cells．　RANTES　plays　an　especially　important　role　in　the　movement　of　immune　system　cells，　and　we　tried　to　clarify　its　role
in　respiratory　tract　diseases　because　its　influence　is　exerted　during　a　long　period　from　the　acute　period　through　the　chronic
period．　We　established　a　severe　tracheal　mouse　model　and　discovered　the　importance　in　tracheal　of　RANTES．　We　tried
a　new　method　to　treat　chronic　rejection　reaction，　which　mainly　consists　of　repeated　airway　inflammation，　though　suppression
of　immune　cell　circulation．
　　　　Namely　the　chemokine　（RANTES）　selectivity　and　specificity　suppression　the　expression　and　production　of　immune　cell
causal　the　rejection　reaction，　though　the　chronic　rejection　process．　Expression　of　the　RANTES　gene　was　controlled　by
antisense　therapy　using　antisense　oligonucleotide　（As－oligonucleotide）　which　controlled　protein　synthesis　at　the　gene　level　as
which　the　tracheal　inflammation　is　controlled，　suggesting　the　possibility　of　individual　cure　of　rejection　symptoms　after　the
tracheal　transplantation．　Using　several　kind　of　antisense　oligonucleotides　in　vitro，　using　C2C　12　cells　mouse　muscle　fibroblast
oligonucleotide　after　transfection，　the　supressive　effects　on　RANTES　expression　was　examined．　A　suppression　rate　of　800r／o　on
RANTES　expression　after　introduction　of　oligonucleotide　measured　by　the　ELISA　method　was　obtained，　with　the　As－probe
produced　from　the　portion　of　UTR．　Furthermore　an　in　vivo　mouse　heterotopic　characteristic　tracheal　transplantation　model
was　produced．　As，　which　causes　in　vitro　tracheal　cell　chronic　rejection　suppression　effects　with　blockade　bronchitis　（BO），　was
examined　in　terms　of　its　transfection．　ln　addition　a　similar　model　of　chemokine　receptor　antagonist　（CCRI，　5／Met－
RANTES）　for　RANTES　caused　depression　of　the　chronic　rejection　symptoms　which　control　RANTES　protein　expression　was
treated．
　　　　The　expression　of　RANTES　using　As，　its　suppression　effects　in　the　model　at　the　RNA　level　and　using　the　result　the　model
which　controls　at　the　protein　level　of　the　chemokine　receptor　antagonist，　the　latter　showed　remarkable　suppression　of　chronic
reJ　ectlon．
　　　　A　possible　reason　is　the　difference　ofthe　effect　in　vitro　and　vivo　in　As　and　the　possibility　of　involvement　of　other　cytokines
in　the　chronic　rejection　process　in　addition　to　the　effects　ofRANTES．　Further　research　may　lead　to　new　therapeutic　options
where　control　of　the　gene　and　protein　level　an　vector　can　become　clinically　applicable．
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